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Gestation Term during Culturing In Vitro
Вивчена експресія антигенів HLA нейроклітинами (НК) людини різного терміну гестації та ступеня диференціювання на
протеїновому рівні і на рівні мРНК методами імунофенотипування і RT-PCR. В процесі культивування НК людини 5–9 тижня
гестації в середовищі DMEM + ретинолу ацетат зменшується кількість і відсоток клітин, що експресують антигени HLA I і II
класу на протеїновому рівні, та на рівні мРНК, тоді як присутність у середовищі факторів росту сприяє збереженню (FGF)
або зростанню (EGF) кількості таких клітин. При культивуванні у DMEM кількість клітин Bulbus olfactorius, що експресують
антигени гістосумісності I та II класів, зменшується з 10-ї по 20-у добу.
Ключові слова: нейроклітини, культивування, антигени.
Изучена экспрессия антигенов HLA нейроклетками (НК) человека разного срока гестации и различной степени диф-
ференциации на протеиновом уровне и на уровне мРНК методами иммунофенотипирования и RT-PCR. В процессе культи-
вирования НК человека 5–9 недель гестации в среде DMEM + ретинола ацетат уменьшают количество и процент клеток,
экспрессирующих антигены HLA I и II классов на протеиновом  уровне мРНК, тогда как присутствие в среде факторов роста
способствует сохранению (FGF) или нарастанию (EGF) количества таких клеток. При культивировании в DMEM количество
клеток Bulbus olfactorius, экспрессирующих антигены гистосовместимости I и II классов, уменьшается с 10-х по 20-е сутки.
Ключевые слова: нейроклетки, культивирование, антигены.
The HLA expression by human neurocells (NC) of different gestation term and differentiation on the protein and mRNA levels
using methods of immunophenotyping and RT-PCR has been studied. Under culturing human NC of 5–6 week’ gestation term in
DMEM + retinol acetate the amount and percentage of HLA I and II expressing cells on the protein and mRNA levels were decreased
whereas the presence in the culturing medium of the growth factors contributed to preservation (FGF) or increasing (EGF) of positive
expressing cells amount. Under culturing in DMEM the HLA I and II expressing Bulbus olfactorius cells number decreased from day
10th to 20th.
Key-words: neurocells, culturing, antigens.
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Актуальним предметом досліджень є клітини
ембріонального мозку, нейральні стовбурові (НСК)
та прогеніторні (НПК) клітини [6, 8]. Інтенсивно
вивчається їх диференціювання в культурі та при
трансплантації у мозок, однак відкритими залиша-
ються питання про тривале виживання алотранс-
плантатів та механізми відторгнення стовбурових
клітин (СК).
На сьогодні не існує усталеної думки щодо екс-
пресії антигенів HLA I i II класів НСК. Молекули
HLA не виявлені у гамет, зиготи (запліднена
яйцеклітина) і на наступних стадіях поділу (морула,
бластоциста) [1]. Від стадії бластоцисти до стадії
ектоплацентарного конуса не спостерігається кла-
сичний набір антигенів МНС І класу на зовнішніх
клітинах ембріона або відмічається їх мала кіль-
кість [1]. За даними [10, 11], ембріональні СК люди-
ни експресують HLA-А, -В, -С в малій кількості,
тоді як у дослідженні [9] показано, що НСК людини
in vitro експресували тільки МНС ІІ класу. У
процесі диференціювання експресія HLA за одними
даними знижувалась [10, 15], за іншими – зростала
[11]. При культивуванні in vitro нейральних прекур-
сорів людини по мірі росту нейросфер збільшу-
валась експресія HLA І і ІІ класів [16].
Попередніми дослідженнями показано [3], що
нейроклітини (НК) мозку людини 5–9 тижнів
гестації містять 8–20% HLA-A, -B, -C+ – клітин і
10–30% – HLA-DR+ – клітин, тоді як експресія
мРНК HLA-A1 і HLA-DRa1 наростає від повної
відсутності або незначної кількості у нейральних
клітинах людини 5–9 тижнів гестації (НСК і ней-
ральні прогенітори) до часткової експресії у регіо-
нарних НСК зрілого мозку (клітини Bulbus olfac-
torius) і до значної експресії у клітинах білої і,
особливо, сірої речовини зрілого мозку.
Мета дослідження – вивчення експресії анти-
генів HLA нейральними стовбуровими клітинами
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та нейроклітинами різного ступеня диференціації
при культивуванні in vitro.
Матеріали і методи
Матеріалом для дослідження були: 1) клітини
головного мозку людини 5, 7, 8 та 9 тижнів гестації;
2) клітини Bulbus olfactorius людини (зразки отри-
мані під час проведення оперативного видалення
пухлин у хворих із пухлинами головного мозку).
Суспензії нейральних клітин-попередників (НКП)
отримували за методикою [2]. Кількість і життє-
здатність клітин визначали згідно з рекомендаціями
[7]. Вплив складу культурального середовища на
НКП вивчали при культивуванні клітин у безсиро-
ватковому середовищі DМЕМ і додаванні в культу-
ральне середовище факторів росту: 1) ретинолу
ацетату (0,2 мг/мл, АТ “Київський вітамінний за-
вод”); 2) EGF (20 нг/мл, “Sigma”); 3) FGF (10 нг/мл,
“Sigma”). Експресію антигенів HLA (HLA-А, -В,
-С і HLA-DR) на культивованих НКП визначали
за допомогою імунофенотипування непрямим
імунофлюоресцентним методом [17], експресію
мРНК антигенів HLA (HLA-A1, HLA-DRa, HLA-
DQb, CIITA) – методом RT-PCR [3]. Математичну
обробку отриманих результатів проводили з
використанням пакета програм “Statistica 5.0”.
Результати і обговорення
Результати дослідження експресії антигенів
HLA-A, -B, -C i HLA-DR нативними нейроклітина-
ми людини на протеїновому рівні (табл. 1) пока-
зують, що НКП, які отримані з тканин мозку 5–
9 тижня гестації, містять в середньому 15–18%
HLA-A, -B, -C+ – клітин (розмах коливань 8,3–25,9)
і 17–21% HLA-DR+ – клітин (розмах коливань 10,3–
37,3). Це підтверджено даними [5, 18], які проде-
монстрували значну гетерогенність ембріонального
матеріалу 8–12-тижневих плодів людини. На 7–
8 добу культивування кількість HLA-A, -B, -C+ –
клітин у суспензіях клітин-попередників зменшува-
лась у 2–3 рази як під впливом ретинолу ацетату,
так і ростових факторів EGF і FGF. Однак відсоток
HLA-A, -B, -C+ – клітин був вищим у культурах
під впливом EGF і FGF (23–25%), ніж DМЕМ +
ретинол ацетат (15,67%). На 9–10 добу у культурах
під впливом ретинолу ацетату і EGF кількість HLA-
A, -B, -C+ – клітин зменшувалась, досягаючи 9–
10%, тоді як під впливом FGF відсоток HLA-A,
-B, -C+ – клітин залишався на рівні 20%, а їх кіль-
кість зростала вдвічі. На 13–14 добу кількість
HLA-A, -B, -C+– клітин у культурі під впливом рети-
нолу ацетату дещо збільшувалась, при цьому відсо-
ток +клітин зменшувався, а під впливом EGF зрос-
тала як кількість, так і відсоток HLA-A, -B, -C+ –
клітин. Таким чином, культивування нейроклітин
людини 5–9 тижня гестації у присутності ретинолу
ацетату сприяло зменшенню у 2,3 рази кількості і
відсотка клітин, що експресують антигени гістосу-
місності І класу; тоді як додавання в середовище
факторів росту залишало кількість цих клітин збере-
женою (FGF) протягом культивування або віднов-
лювало їх кількість (EGF) до 14 доби культивування.
Таблиця 1. Вплив культивування на експресію антигенів HLA-A, -B, -C i HLA-DR нативними
нейроклітинами людини 5–9 тижня гестації (M±m)
Примітка: * –  різниця достовірна порівняно з показниками 0-ї доби (P<0,05); # – різниця достовірна порівняно з показниками
інших груп (P<0,05).
далкС
ащиводерес икинзакоП
ALH - ,A - ,B -C+ %,нитiлк- ALH - RD + %,нитiлк-
абоД абоД
0 8-7 01-9 41-21 0 8-7 01-9 41-21
+МЕМD
лонитер
)6=n(
котосдiВ
+ нитiлк 35,3±27,51 34,6±76,51 04,1±01,9
# 08,0±07,6 *# 06,5±07,71 09,5±05,51 01,1±04,31 03,0±06,3 *#
ьтсiкьлiК
+ ,нитiлк
× 01 6
26,0±00,1 41,0±13,0 20,0±11,0 20,0±32,0 06,0±11,1 31,0±03,0 20,0±71,0 20,0±21,0
+МЕМD
FGE
)4=n(
котосдiВ
+ нитiлк 75,3±67,81 34,2±01,32 01,1±03,01
# 28,0±02,81 # 30,8±32,12 03,2±06,71 - 03,0±00,84 *#
ьтсiкьлiК
+ ,нитiлк
× 01 6
90,0±56,0 40,0±91,0 20,0±01,0 20,0±64,0 92,0±55,0 30,0±41,0 - 20,0±02,1
+МЕМD
FGF
)4=n(
котосдiВ
+ нитiлк 75,3±67,81 51,2±04,52 45,1±08,91
# - 30,8±32,12 01,2±02,71 30,4±53,71 -
ьтсiкьлiК
+ ,нитiлк
× 01 6
90,0±56,0 90,0±42,0 90,0±05,0 - 92,0±55,0 30,0±71,0 81,0±63,0 -
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Кількість HLA-DR+ – клітин зменшувалась на
7–8 добу культивування у всіх культурах, однак від-
соток +клітин змінювався незначно (табл. 1). На
9–14 добу під впливом ретинолу ацетату кількість
HLA-DR+ – клітин продовжувала зменшуватись,
тоді як під впливом EGF їх кількість на 13–14 добу
зросла вдвічі (до 48%). Ми не зареєстрували значної
зміни кількості HLA-DR+ – клітин під впливом FGF
у процесі культивування. Отже, культивування ней-
роклітин людини 5–9 тижня гестації у присутності
ретинолу ацетату сприяло зменшенню в 4–5 разів
кількості і відсотка клітин, що експресують антиге-
ни гістосумісності ІІ класу; тоді як додавання в
середовище факторів росту залишало кількість цих
клітин збереженою (FGF) протягом культивування
або збільшувало вдвічі їх кількість (EGF) до 14 до-
би культивування.
При культивуванні in vitro у середовищі DMEM
клітин Bulbus olfactorius (табл. 2) відсоток HLA-
A, -B, -C+ – i HLA-DR+ – клітин зменшувався на
20 добу. Таким чином, при культивуванні у DMEM
кількість клітин Bulbus olfactorius, що експре-
сують антигени гістосумісності І та ІІ класів, змен-
шується з 10 по 20 добу у 2–5 разів.
Крім дослідження на протеїновому рівні (іму-
нофенотипування), клітини досліджували на рівні
мРНК (табл. 3). Культивування протягом 14 діб у
середовищі DMEM не впливало на експресію
Таблиця 2.   Вплив культивування на експресію
антигенів HLA-A, -B, -C i HLA-DR нейроклітинами
Bulbus olfactorius людини (% +клітин, M±m)
мРНК генів HLA; лише в одному зразку (9 тиж-
день гестації) зафіксовано слабку експресію мРНК
HLA-DRa1 на 12 добу культивування у DMEM.
Додавання у культиваційне середовище ростових
факторів (ретинол ацетат, EGF, FGF) не індукувало
експресію мРНК антигенів HLA у НК людини.
Нами також не зафіксовано в цих умовах експресії
мРНК CIITA – трансактиватора, який відповідає
за індукцію експресії генів HLA під впливом IFN-γ.
Це дозволяє припустити, що НК людини 7–8 тижня
гестації, культивовані у вказаних умовах, не повинні
збільшувати експресію антигенів HLA під впливом
прозапальних стимулів. Крім того, як ми показали
раніше [4], в результаті культивування у вказаних
умовах на 9–10 добу в культурі переважають ві-
ментин-позитивні нейральні попередники. З викла-
деного випливає, що отримувані нейральні прогені-
тори не експресують мРНК антигенів HLA і не
повинні збільшувати експресію антигенів HLA під
впливом прозапальних стимулів.
У виділених клітинах Bulbus olfactorius нами
зафіксовано експресію мРНК HLA-A1 та HLA-
DRa в одному із чотирьох зразків, але на 10 і 20 до-
бу культивування вона не виявлялась. В другому
зразку, навпаки, експресія мРНК HLA-A1 та HLA-
DRa виявлялась тільки на 10 добу культивування;
а в третьому зразку – не виявлялась у жодний із
всіх термінів дослідження.
Таким чином, НК людини 5–9 тижнів гестації
(НСК та нейральні прогенітори) не експресують
або експресують низькі рівні мРНК HLA-A1, HLA-
DRa, HLA-DQb, CIITA; тоді як клітини Bulbus
olfactorius (регіонарні НСК зрілого мозку) можуть
експресувати значно частіше мРНК HLA-A1 та
HLA-DRa. При культивуванні у DMEM змен-
шувалась також кількість клітин Bulbus olfactorius,
що експресують антигени гістосумісності І та ІІ
класів.
Отримані результати узгоджуються з деякими
відомими даними, однак вони суперечливі. Експре-
сія МНС І класу на поверхні ембріональних стов-
Таблиця 3.   Вплив культивування на експресію мРНК антигенів HLA нативними нейроклітинами людини
абоД
яннавувитьлук
)5=n(
далкС
ащиводерес ALH - ,A - ,B -C
+ ALH - RD +
0 MEMD 73,3±50,5 )30,51-0(
20,6±27,01
)37,22-0(
01 MEMD 10,3±99,5 )04,11-08,1(
41,4±70,9
)05,12-49,1(
02 MEMD 73,1±15,2 )00,5-06,0(
74,1±16,2
)08,5-03,1(
козарЗ абоД яннавувитьлук
ьтсiкьлiК
вiкзарз
ALHКНРмяiсерпскЕ
ALH - 1A ALH - aRD ALH - bQD ATIIC
инидюлКН
iцатсегвiнжит9-5 ¿
лонитер+МЕМD
0
7-6
01-9
41-21
)борп81(01=n
)борп6(4=n
)иборп3(2=n
борп5(4=n
)81/1(+
)6/1(+
0
0
)81/1(+
0
0
)5/1(+
0
0
0
0
0
0
0
0
suirotcaflosubluB
МЕМD
0
01
02
)иборп4(4=n
)иборп3(3=n
)иборп3(3=n
)4/1(+
)3/1(+
0
)4/2(+
)3/1(+
0
0
0
0
0
0
0
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бурових клітин людини була дуже низькою і
зростала при диференціації in vitro та in vivo, а МНС
ІІ класу не експресувались на поверхні стовбурових
недиференційованих і диференційованих клітин [10].
За даними [16] при культивуванні in vitro нейраль-
них прекурсорів людини по мірі росту нейросфер
збільшувалась експресія HLA І і ІІ класів. За да-
ними фенотипічного аналізу НСК людини, отри-
маних з 8–12-тижневих плодів, перед початком
культивування кількість HLA-А, -В,- С+ – клітин ста-
новила 6,4–13,9%, HLA-DR+ – клітин – 3,0–9,8%;
через 14 діб культивування кількість HLA-А, -В,
-С+ – клітин – не більше 15%, HLA-DR+-клітин –
не менше 5% [18]. Культивування і диференціюван-
ня НСК супроводжувались зниженням експресії
антигенів МНС І класу [15]. В культурах феталь-
ного мозку людини in vitro спостерігалась експресія
HLA-DR в цитоплазмі і на клітинній поверхні GFAP+-
астроцитів [13, 14], яка зростала по мірі тривалості
культури і клітинних пасажів [12]. Фактор росту
bFGF збільшував експресію HLA І класу та
індукував низьку HLA-DR експресію на МСК [19].
За нашими даними, 10–17% нейроклітин людини
5–9 тижнів гестації експресують на своїй поверхні
антигени МНС ІІ класу, кількість яких зменшуєть-
ся, а при додаванні у середовище факторів росту
зберігається або зростає.
Висновки
В процесі культивування НК людини 5–9 тижнів
гестації в середовищі DMEM + ретинол ацетат змен-
шуються кількість і відсоток клітин, що експре-
сують антигени HLA І і ІІ класів як на протеїно-
вому рівні, так і на рівні мРНК, тоді як присутність
у середовищі факторів росту сприяє збереженню
(FGF) або зростанню (EGF) кількості таких клітин.
При культивуванні у DMEM кількість клітин Bulbus
olfactorius, що експресують антигени гістосу-
місності І та ІІ класів, зменшується з 10 по 20 добу.
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